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红藻糖苷的提取及其对草鱼鱼糜抗冻性能的影响

高玉丽，  李九零，  严小军，  杨    锐，  张春丹，  陈海敏*

(宁波大学浙江省海洋生物工程重点实验室，浙江 宁波    315211)

摘要：为探讨红藻糖苷的醇提工艺以及红藻糖苷对冷冻草鱼鱼糜蛋白变性作用的影响，
首先采用响应面分析法对乙醇浓度、提取温度、时间和液料比 4 个因素进行优化，随后
以冷冻鱼糜的盐溶性蛋白含量、巯基含量及肌原纤维蛋白Ca2+-ATP酶活性等参数为指
标，探测冷冻草鱼鱼糜在冷藏过程中添加红藻糖苷对蛋白质变性作用的影响。结果显
示，红藻糖苷的最佳醇提条件为乙醇 72 .3%、提取温度 60  °C、时间 4  h、液料比
14∶1(mL/g)，在此条件下的提取率为3.46%；抗冻性能结果显示，随红藻糖苷浓度升
高，抗冻效果增强；以10%红藻糖苷处理冷冻鱼糜4周后，盐溶性蛋白含量和巯基含量
分别比空白组高30.62%、32.80%，肌原纤维蛋白的Ca2+-ATP酶活性的下降率比空白组低
37.51%，解冻失水率的增长率比空白组低133.07%。研究表明，红藻糖苷能有效延缓草
鱼鱼糜肌原纤维蛋白的冷冻变性。
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红藻糖苷(α-D-半乳糖-2-甘油)广泛存在于红

藻门(Rhodophycophyta)各类红藻中，含量丰富。

在紫菜中，红藻糖苷的含量可达干重的0.8%~
6.1% [1 ]。红藻糖苷是藻体中重要的渗透压调节

剂，其作用类似于海藻糖、甘露醇等 [2]，能够通

过调节渗透压和抗氧化性，避免生物大分子在

细胞失水时的变性，从而调节潮间带红藻在干

露时的细胞失水适应性。目前海藻糖、甘露醇

已被开发形成庞大的产业，而红藻糖苷相关的

应用却很少。

草鱼(Ctenopharyngodon idella)生长快，个体大，

是中国淡水养殖的四大家鱼之一 [3]。由于鱼糜制

品具有低脂肪、高蛋白、食用方便、品种多样 [4]

等优点，近年来受到消费者的喜爱，冷冻鱼糜

的需求量和产量也不断增加。小分子糖类物质

在鱼糜冷冻中能有效地防止蛋白质的变性，提

高鱼糜品质，如在鲤(Cyprinus carpio)、罗非鱼鱼

糜的冷冻加工过程中都会添加海藻糖，它能有

效地抑制蛋白质变性，减缓凝胶强度的降低 [5-6]。

刘欣等 [7]发现海藻糖对冻藏鳙(Aristichthys nobilis)
鱼糜蛋白的变性也具有较好的抑制作用。但目

前，有关红藻糖苷对冷冻鱼糜抗冻性能的影响

尚未见报道。

鉴于红藻糖苷的保水、防冻、抗氧化等生

物活性 [8-9]，本实验优化了红藻糖苷的提取工艺，

并初步探讨红藻糖苷对冷冻草鱼鱼糜蛋白变性

的抑制作用，旨在为红藻糖苷在冷冻鱼糜中充

当抗冻保护剂作用的研究提供参考。

1    材料与方法

1.1    实验材料

红藻糖苷提取自坛紫菜(Pyropia haitanensis)，

经粉碎、醇提、乙酸乙酯萃取、阴阳离子交换

树脂纯化和冻干等步骤获得，样品经高效液相

色谱-质谱联用技术检测，其纯度超过84%[10]。
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鲜活草鱼购自农贸市场，每条约1500 g。

1.2    响应面法优化红藻糖苷提取工艺

对红藻糖苷提取工艺中的醇提过程进行优

化，选定温度、料液比、乙醇浓度、提取时间

作为变量，采用Design-Expert 8.0.6.1软件的Box-
Benhnken试验设计原理，应用4因素3水平的响应

面分析法，以红藻糖苷得率为响应值，对其提

取工艺进行优化(表1)。

坛紫菜打碎成粒径1 mm左右的紫菜粉。按

照响应面设计的方案进行配比反应(n=3)，反应

后溶液12 000 r/min离心15 min，取上清液以0.22 μm
滤膜过滤，用90%乙腈稀释后上LC-MS (TSQ
Quantum Access，美国Thermo Fisher Scientific公司)
分析，获得红藻糖苷的提取率数据[10]。

1.3    鱼糜制作流程

活草鱼→前处理(清洗、去头、去鳞、去内

脏等)→流水洗净→采肉(去骨、去皮)→漂洗→脱

水→擂打→添加红藻糖苷(0%、2%、5%、10%)
混匀→封口→–20 °C冷冻。

1.4    盐溶性蛋白含量的测定

取鱼糜样品两份，各0.2 g，分别加入高浓度

磷酸缓冲液(0.5 mol/L KCl，0.01 mol/L NaH2PO4，

0.03 mol/L Na2HPO4)和低浓度磷酸缓冲液(0.025
mol/L NaH2PO4，0.025 mol/L Na2HPO4)研磨。前

者抽提3 h，后者抽提1 h后离心10 min (8000
r/min，4 °C)，上清液加入 2 mL 15%三氯醋酸沉

淀，离心后取沉淀，用 1 mol/L NaOH溶解沉淀，

分别以各自缓冲液定容，测定蛋白质含量。其

中高浓度磷酸盐浸提液中的蛋白质含量减去低

浓度磷酸盐浸提液中的蛋白质含量即为盐溶性

蛋白质含量[11]。

1.5    肌原纤维蛋白溶液的制备

取2 g鱼糜样品，添加  10 倍量的20 mmol/L
Tris-maleate缓冲液(pH 7.0，0.05 mol/L KCl)，研

磨l min，9000 r/min 4 °C离心10 min，弃上清液，

沉淀加入3倍量的20 mmol/L Tris-maleate缓冲液

(pH 7.0，0.6 mol/L KCl)，研磨l min后在4 °C提取

盐溶性蛋白l h，离心 1 0 min (9000 r/min，4 °C)，
上清液即为肌原纤维蛋白溶液[7]。

1.6    巯基含量的测定

0.4 mL上述肌原纤维蛋白加入3.6 mL 50 mmol/L
磷酸钾缓冲液(10 mmol/L EDTA，0.6 mol/L KCl，
8 mol/L尿素，pH 7)，和 0.4 mL 0.1% 5, 5′-二硫

代双(2-硝基)苯甲酸，反应液在 40 °C保温 25 min，
在波长412 nm处测定吸光值，摩尔吸光系数为13 600
L/(mol·cm)[11]。巯基含量(SH)按以下公式计算。

SH/(mol/g pro)=(A×n)/(ε×ρ)
式中，A：412 nm波长处的吸光度；n：稀释倍数；

ε：摩尔吸光系数13 600 L/(mol·cm)；ρ：蛋白质

质量浓度(mg/mL)。

1.7    肌原纤维蛋白Ca2+-ATP酶活性测定

参考ATP酶检测试剂盒方法测定(购于南京

建成生物工程研究所)。

1.8    保水性测定

将冷冻的鱼糜样品在室温下自然解冻，放

在铺有吸水纸的容器内，鱼片水分充分吸干后

称重，计算公式：

解冻失水率(%)=减少的重量/冷冻前原有重

量×100

1.9    数据分析

数据以 m e a n ± S D表示 ( n = 3 )。采用 S P S S
13.0软件中的ANOVA进行单因素方差分析(One-
Way ANOVA)，有显著差异的数据再用post-hoc
testing进行多重比较，P<0.05为差异显著。

2    结果

2.1    红藻糖苷提取工艺的优化

响应面分析结果见表2。运用Design-Expert
8.0.6.1软件对实验结果进行多元回归拟合，获得

回归方程：

y=2.9882+0.1070A+0.4698B–0.1150C+0.0989D+
0.0218AB+0.08336AC–0.0262AD+0.1111BC–0.2318

表 1    响应面分析因子及水平表

Tab. 1    Factors and levels in response surface design

因子

factors

水平　levels

–1 0 1

温度/°C　temperature 65 70 75

料液比/(mg/mL)　ratio of material to liquid 1∶5 1∶10 1∶15

乙醇浓度/%　ethanol concentration 60 70 80

时间/h　time 4 5 6
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BD+0.0820CD–0.2877A2–0.2854B2–0.2284C2+
0.1487D2。

整体模型极为显著(“Pr>F”值<0.01)；失拟

项不显著(“Pr>F”值=0.7225>0.05)，说明方程对

实验拟合较好。对各因素间的交互作用进行响

应面分析，并绘制响应面曲线图(图1)。

根据该响应面分析，得到红藻糖苷的最佳

提取工艺为乙醇浓度72.3%、提取温度60 °C、提

取时间4 h、液料比14∶1 (mL/g)，在该工艺下，

红藻糖苷的提取率为3.46%。为检验实验的可行

性，采用得到的最佳提取条件进行验证实验，3
次平行实验得到的平均提取率为3.13%，与预测

表 2    响应面分析方案及实验结果

Tab. 2    Response surface design arrangement and experimental results

A: 提取温度

extracting temperature
B: 料液比

solid-liquid ratio
C: 乙醇

ethanol concentration
D: 提取时间

extracting temperature
提取率%

extraction ratio

0 0 –1 1 2.912

1 –1 0 0 2.046

0 1 0 1 3.202

–1 0 –1 0 2.526

–1 1 0 0 2.811

0 –1 1 0 1.489

0 0 0 0 3.215

0 0 0 0 2.990

0 1 1 0 2.920

–1 0 0 –1 2.440

1 0 –1 0 2.684

0 0 1 –1 2.811

0 0 0 0 3.184

–1 –1 0 0 2.083

–1 0 1 0 2.160

0 1 0 –1 3.406

0 –1 –1 0 2.115

1 0 0 1 3.070

0 0 –1 –1 3.062

0 –1 0 1 2.827

0 0 0 0 2.878

1 0 0 –1 2.802

–1 0 0 1 2.812

0 0 1 1 2.989

0 0 0 0 2.675

0 1 –1 0 3.102

1 0 1 0 2.652

0 –1 0 –1 2.104

1 1 0 0 2.861
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值相差0.33%，说明该方程与实际情况的拟合性

良好[12]。

2.2    红藻糖苷对冷冻鱼糜中盐溶性蛋白含量

的影响

在–20 °C冷冻时，鱼糜盐溶性蛋白含量随

着冷冻时间的增加不断下降，而添加了红藻糖

苷的鱼糜的盐溶蛋白下降率相对缓慢，特别是

第2~4周，5%及10%红藻糖苷组明显低于空白组

(P<0.05)。从0周到第4周，空白组的盐溶性蛋白

含量下降了79.57%±0.43%，而添加2%、5%、

10%红藻糖苷的草鱼鱼糜的下降率分别为68.11%±

3.30%、49.31%±2.92%、47.74%±0.48%。但4周以后，

红藻糖苷对冷冻鱼糜的抗冻影响不明显(图2)。

 
图 1    各因素对红藻糖苷提取率的响应面分析

Fig. 1    Response surface curve of effect of factors on extraction of floridoside

 
图 2    草鱼鱼糜盐溶性蛋白含量变化

与未冷冻鱼糜相比，*.P<0.05，**.P<0.01；与未添加红藻苷相比，#.P<0.05,##.P<0.01；下同

Fig. 2    The changes of salt-soluble protein content in C. idella during frozen storage
*. P<0.05, **. P<0.01, versus control group without storage; #. P<0.05, ##. P<0.01, versus control group without adding floridoside;the same below
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2.3    红藻糖苷对冷冻鱼糜的肌原纤维蛋白中

巯基含量的影响

肌原纤维蛋白中巯基含量随鱼糜冷冻时间

延长呈下降趋势，空白组在第6周时下降达88.56%±
0.28%，而红藻糖苷的添加能减缓下降，并呈浓

度梯度趋势，如空白组在两周内的下降率为53.66%±
0.75%，而10%红藻糖苷处理组的下降率减少为

28.09%±0.94% (P<0.01)，高出对照组25.57% (图3)。
至第6周时，10%红藻糖苷处理组的肌原纤维蛋

白中巯基含量高于空白组17.65%。

2.4    红藻糖苷对冷冻鱼糜的肌原纤维蛋白

Ca2+-ATP酶活性的影响

随冷冻时间延长，Ca2+-ATP酶活性整体呈下

降趋势 (图4)。在冷冻开始前2周，各组的Ca2+-

ATP酶活性迅速下降，空白组的下降率为60.02%±

1.92%，而添加红藻糖苷能抑制Ca2+-ATP酶活性

的下降。其中10%红藻糖苷组的下降率为35.32%±

1.42%，比空白组高出24.70% (P<0.01)；第6周，

空白组下降率为93.10%±0.94%，而10%红藻糖苷

的鱼糜Ca2+-ATP酶活性是未冷冻前的34.65%，比

空白组高出了27.75% (P<0.01)。

2.5    红藻糖苷对冷冻鱼糜保水性能的影响

随冷冻时间的变化，鱼糜的解冻失水率越

来越高，而添加了红藻糖苷的鱼糜的增加量明

显小于空白组。从第2周开始，空白组解冻失水

率快速增高，而添加了红藻糖苷的鱼糜的解冻

失水率上升相对较为缓慢，至第6周时，失水率

的增加量低于空白组18.94% (P<0.01)(图5)。

 
图 3    草鱼鱼糜肌原纤维蛋白中巯基含量变化

Fig. 3    The changes of sulfhydryl content in C. idella during frozen storage

 
图 4    Ca2+-ATP酶活性的变化

Fig. 4    The changes of Ca2+-ATPase activity in C. idella during frozen storage

2 期 高玉丽，等：红藻糖苷的提取及其对草鱼鱼糜抗冻性能的影响 315

 

http://www.scxuebao.cn



3    讨论

红藻糖苷在保护细胞失水，保护蛋白质等

大分子变性和抗氧化等方面有其独特而显著的

功能，但是由于制备工艺的限制，国内外对其

应用的研究极少，因此，通过优化提取工艺获

得大量样品，将有利于红藻糖苷的后续研究。

研究证实，引起冷冻鱼糜蛋白变性的根本

原因是蛋白质分子中冰晶的形成，冰晶的析出

会破坏结合水和蛋白质的结合状态，影响维系

蛋白质空间结构次级键的分布，导致某些化学

键断裂或形成，从而破坏肌原纤维蛋白的空间

结构，影响蛋白质的特性。因此蛋白中盐溶性

蛋白含量的变化、Ca2+-ATP酶活性的变化、总巯

基含量的变化，都是反映鱼糜冷冻过程中品质

变化的主要参数 [13-16]。本研究中，冷冻造成了草

鱼鱼糜的盐溶蛋白含量、肌原纤维蛋白Ca 2 + -
ATP酶活性等参数的变化。

红藻糖苷是红藻中重要的渗透压调节物质，

它与海藻糖在植物中的作用类似，因此，很可

能与海藻糖的抗冻机理相似，能使蛋白处于饱

和状态，同时束缚水分，从而有效降低蛋白质

的变性 [6]。本研究表明，红藻糖苷能够减缓盐溶

蛋白的下降；减缓冷冻鱼糜巯基含量的下降，

保护了蛋白质的结构，防止蛋白质的变性，从

而使Ca2+-ATP酶活的下降减少，并抑制鱼糜在解

冻时保水能力的降低。

4    结论

通过响应面分析法优化了红藻糖苷的醇提

工艺：乙醇72.3%、提取温度60 °C、时间4 h、液

料比14∶1 (mL/g)，在此条件下的提取率为3.48%。

同时，在鱼糜中添加一定量的红藻糖苷，可以

有效抑制冷冻过程中的蛋白质变性，提高冷冻

草鱼鱼糜的品质，且以10%的红藻糖苷处理效果

最好。由于红藻糖苷在红藻中的含量非常丰

富，工艺简单，因此作为鱼类蛋白的抗冷冻保

护剂在食品工业中的应用前景广泛。
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Extraction of floridoside and the effect of floridoside on
Ctenopharyngodon idella surimi during frozen storage

GAO Yuli ,     LI Jiuling ,     YAN Xiaojun ,     YANG Rui ,     ZHANG Chundan ,     CHEN Haimin *

(Marine Biotechnology Laboratory of Zhejiang Province, Ningbo University, Ningbo    315211, China)

Abstract: To optimize the ethanol extraction conditions of floridoside and to investigate the effect of floridoside
on the myofibrillar protein freezing denaturation of grass crap surimi during frozen storage. Ethanol concentration,
extraction temperature,  extraction duration and liquor to material  ratio were optimized by response surface
methods. The salt-solubility of myofibrillar protein, sulfhydryl content, and Ca2+-ATPase activity, etc in surimi
after being frozen for 6 weeks were detected. Results showed that the optimal extracting condition for floridoside
was 72.3% ethanol with liquor to material ratio of 14:1 (mL/g), the extracting tempreture was 60 °C, and the
extracting time should be 4 h. Under these optimal conditions, the highest extraction ratio was 3.48%. Salt-soluble
protein, sulfhydryl group contents,  Ca2+-ATPase activity were effectively enhanced, and the water loss was
decreased by addition of floridoside in surimi. After 4 weeks frozen, salt-soluble protein and sulfhydryl group
contents were enhanced by 30.62% and 32.80%; Ca2+-ATPase activity in myofibrillar proteins was reduced by
37.51% in 10% floridoside treated group, while the water loss ratio was 133.07% lower than that of the control
group. This study indicates that floridoside can effectively prevent myofibrillar protein denaturation during frozen
storage.

Key words: Ctenophyngodon idella; surimi; floridoside; response surface method; protein freezing denaturation
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